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3Finalità della Tesi
Il latte è una miscela ricca di sostanze nutritive, fondamentali per la crescita e lo 
sviluppo. E’ un’ottima fonte di sali minerali, zuccheri, vitamine ma soprattutto di 
proteine ad elevato valore biologico. Queste caratteristiche lo rendono un alimento
completo ed essenziale per il nostro organismo.
Nonostante l’elevato valore nutritivo, il latte vaccino è in grado di provocare in alcuni 
soggetti una reazione allergica. Tale patologia è molto diffusa e si manifesta in 
particolare nei bambini durante i primi mesi di vita per poi scomparire, nella maggior 
parte dei casi, entro i 10 anni.
La maggior parte dei soggetti atopici, è allergica alla -lattoglobulina (-LG). Questa 
proteina è un potente allergene capace di resistere all’attacco da parte delle proteasi 
intestinali. Di conseguenza, nelle persone predisposte, i frammenti derivanti da una 
parziale digestione enzimatica, oltrepassano la barriera intestinale e finiscono nel 
circolo sanguigno dove scatenano una reazione allergica.
I frammenti di -LG attraversano con più facilità le mucose gastro-intestinali che non 
hanno ancora raggiunto la maturità funzionale. E’ il caso dei neonati in cui l’assenza di 
una barriera immunologia, dovuta alla capacità ancora ridotta di sintesi degli anticorpi, 
contribuisce a renderli maggiormente sensibili agli antigeni.
La ricerca, oggetto di questa Tesi di Laurea, è stata svolta presso la sezione B.I.A.
dell’Istituto Nazionale di Ricerca Agronomica (INRA) di Nantes (Francia), che da 
tempo si dedica allo studio dell’allergia alle proteine del latte. 
4La presente indagine si inserisce pertanto in un ambito che ha come fine ultimo quello 
di rendere il latte un alimento fruibile anche da coloro che manifestano reazioni 
allergiche.
In particolare, il lavoro sperimentale si è basato sullo studio del meccanismo attraverso 
il quale la -LG, sottoposta a trattamento termico, si denatura. 
Nel corso dei vari esperimenti sono stati osservati i cambiamenti strutturali, indotti dal 
riscaldamento, capaci di indebolire la struttura proteica e ridurre in questo modo la sua 
allergenicità. 
Inoltre, sono stati studiati gli effetti destabilizzanti provocati dalla presenza di ligandi 
all’interno della tasca idrofobica.
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Capitolo I: Introduzione
Il latte è un liquido di colore bianco opaco, secreto dalle ghiandole mammarie delle 
femmine dei mammiferi per la nutrizione della loro prole.
Esso si presenta come un sistema eterogeneo, sia dal punto di vista chimico, essendo 
costituito da diversi composti, sia dal punto di vista fisico, essendo questi composti in 
rapporti diversi con la fase disperdente (acqua) del sistema stesso. Infatti, in relazione
con l'acqua alcune sostanze si trovano allo stato di emulsione (globuli di grasso), altre
allo stato di dispersione colloidale (caseine), altre ancora in soluzione (sieroproteine, 
lattosio, enzimi, sali e vitamine).
Le proteine del latte sono costituite per l’80% da caseine e per il restante 20% da 
sieroproteine. 
La frazione delle caseine è l’insieme di tre fosfoproteine (αs1, αs2, β) e di una 
glicoproteina nota col nome di κ-caseina. 
Esse sono organizzate in micelle, nelle quali la κ-caseina si dispone all’esterno, 
consentendo così alle stesse di rimanere in sospensione grazie alla sua idrofilicità. 
Le sieroproteine sono proteine globulari con peso molecolare compreso tra 1,6∙103 e 
5∙106 Da. Sono capaci di formare delle dispersioni colloidali più fini e stabili rispetto 
alla caseina e sono caratterizzate da una struttura compatta, che non favorisce 
l’introduzione di ioni ed enzimi.
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Le sieroproteine possono essere classificate in tre gruppi eterogenei: le albumine, le 
globuline e i proteoso peptoni. 
Le albumine a loro volta comprendono l’-lattalbumina, la -lattoglobulina e 
l’albumina di siero bovino (BSA). 
Il gruppo delle globuline racchiude le immunoglobuline che svolgono la funzione di 
anticorpi e vengono trasmesse dalla madre alla prole.
L’-lattalbumina e la -lattoglobulina vengono invece prodotte nelle ghiandole 
mammarie [1].
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1.1 La -lattoglobulina
La -lattoglobulina (-LG) è la proteina più abbondante nel siero del latte dei 
ruminanti e di numerose specie mammifere. E’ invece assente nei roditori, nei primati e 
nell’uomo [2]. Fu isolata per la prima volta nel 1934 da A. H. Palmer a partire dal latte 
di vacca.
La -LG bovina è una piccola proteina globulare acido-resistente di 162 amminoacidi 
(PM: 18281.2 kDa), appartenete alla famiglia delle Lipocaline, un’ampia e diversificata 
classe coinvolta nel trasporto di piccole molecole idrofobiche. 
La sua struttura interna è fortemente idrofobica mentre sulla sua superficie sono presenti
numerosi residui ionizzabili (25 residui acidi e 20 residui basici). Ha un punto 
isoelettrico (pI) pari a 5,2 che le fornisce una carica netta negativa al pH del latte (circa 
6,8) [2-3].
Esistono 8 varianti genetiche della -LG bovina. Le varianti A e B, che differiscono 
solamente per due mutazioni (i residui Asparagina 64 e Valina 118 della variante A 
sono sostituite rispettivamente da una Glicina e da un’Alanina nella variante B), sono le 
più abbondanti [4]. 
La -LG è composta dal 45-50% di foglietti , dal 10-15% di -elica e dal 15-20% di 
“loop” e zone non strutturate.
Essa possiede nove “filamenti” (indicati con le lettere dalla A alla I) ripiegati in due
foglietti che formano, all’interno della proteina, una tasca idrofobica generalmente 
chiamata “calice” alla quale si legano una grande varietà di molecole idrofobiche. Il 
primo -foglietto contiene i “filamenti” B, C, D e parte del filamento A; il secondo -
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foglietto contiene invece i “filamenti” D, E, F, G, H, I e la restante parte del filamento A
[4-5].
All’esterno della tasca idrofobica è presente un’-elica di tre spire, costituita dai residui 
amminoacidici 130-140. Essa rappresenta il prolungamento del “filamento” I e 
conferisce stabilità alla proteina [4]. 
In figura. 1 è riportata la struttura molecolare della proteina.
Fig. 1: Struttura tridimensionale della -LG [6]. La -LG è una proteina globulare 
composta da 162 amminoacidi appartenente alla famiglia delle Lipocaline. Essa presenta 9 
filamenti (A-I) ripiegati in due foglietti  in modo tale da formare una tasca idrofobica, 
all’interno della quale si dispongono i ligandi della proteina. All’esterno della cavità idrofobica 
è presente un -elica.
Nella sequenza amminoacidica della -LG sono presenti 5 cisteine, quattro delle quali 
implicate nella formazione dei ponti disolfuro C106-C119 e C66-C160. Quest’ultimo 
lega la parte C-terminale della proteina al filamento D e rafforza l’azione stabilizzatrice 
dell’-elica. La quinta cisteina, in posizione 121, si trova invece in forma ridotta [4-5].
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In posizione 19 e 61 sono presenti due residui triptofanici. 
Il triptofano è il principale gruppo fluoroforo delle proteine [7]. Esso è in grado di 
assorbire una radiazione elettromagnetica (eccitazione) e di emetterla ad una lunghezza 
d’onda maggiore (emissione). In particolare, questo amminoacido presenta un massimo 
di assorbimento a 280 nm mentre quello di emissione è collocato tra 330-340 nm. 
L’intensità e la lunghezza d’onda di emissione del triptofano sono influenzati dalla sua 
esposizione all’ambiente che circonda la proteina. La resa quantica, ovvero il rapporto 
tra fotoni assorbiti e fotoni emessi, è maggiore per i triptofani che non interagiscono con 
il solvente [8]. Nel caso della -LG, il Trp61 è maggiormente scoperto e contribuisce in 
misura inferiore alla fluorescenza della proteina rispetto al residuo Trp19, collocato nel 
fondo della cavità idrofobica [7].
Durante la riemissione della radiazione elettromagnetica, spesso può avvenire un
trasferimento di energia dal triptofano ad un’ altra specie presente in soluzione. Questo 
fenomeno, detto “quenching della fluorescenza”, si verifica in particolare nelle proteine
durante il binding con un ligando e può essere sfruttato al fine di comprendere meglio 
l’interazione proteina-ligando [8].
In figura 2 è riportata la sequenza amminoacidica della -LG bovina
  MKCLLLALAL TCGAQALIVT QTMKGLDIQK VAGTWYSLAM AASDISLLDA  34
  QSAPLRVYVE ELKPTPEGDL EILLQKWENG ECAQKKIIAE KTKIPAVFKI  84
  DALNENKVLV LDTDYKKYLL FCMENSAEPE QSLACQCLVR TPEVDDEALE 134
  KFDKALKALP MHIRLSFNPT QLEEQCHI                         162
Fig. 2: Sequenza amminoacidica della -LG bovina. La -LG possiede 2 residui triptofanici 
(in rosso) e 5 cisteine (in giallo). La C121, a differenza delle altre, si trova in forma ridotta e non 
è implicata nella formazione di ponti disolfuro.
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In condizioni prossime a quelle fisiologiche (pH compreso tra 5,5 e 7,5), la -LG si 
trova in forma dimerica, grazie alla presenza di interazioni elettrostatiche tra i filamenti
I e le anse AB di ciascun monomero [9].
La dimerizzazione è generalmente favorita da un’elevata concentrazione di proteina in 
soluzione. Quando la quantità di -LG diminuisce, si verifica un aumento di
concentrazione della forma monomerica. Ciò è dovuto ad una costante di
dimerizzazione molto bassa a pH neutro (5·10-4 M) [10].
A pH > 8, la -LG subisce un cambiamento conformazionale chiamato “transizione di 
Tanford” il quale implica la dissociazione del dimero e una maggiore esposizione del 
“loop” EF (residui 85-90) e in particolare, dell’amminoacido Glu89 contenuto in esso.
Quando il pH della soluzione è prossimo a 6,2, il residuo Glu89, che agisce da
coperchio all’entrata della tasca idrofobica, si trova in posizione “chiusa”. A pH 7,2-8 si 
trova invece in posizione “aperta” rendendo in questo modo la cavità interna 
maggiormente accessibile ai ligandi [11]. 
Quando il pH della soluzione coincide con il pI della -LG, essa si aggrega a formare 
dei tetrameri e degli ottameri. A pH < 3,5 invece, la proteina tende a dissociarsi in 
monomeri aventi una struttura globulare più compatta e rigida di quella osservata a pH 
neutro. Ciò dimostra la sua grande stabilità a pH acido [12]. 
L’evoluzione dell’equilibrio monomero-dimero è strettamente connessa con la 
modificazione delle interazioni idrofobiche ed elettrostatiche all’interno dei monomeri. 
Una variazione di pH o l’addizione di un sale, comporta un cambiamento nella carica 
globale della proteina (positiva a pH acido, negativa a pH basico) e provoca la 
dissociazione dei dimeri. 
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Al contrario, quando il pH della soluzione corrisponde al pI della -LG, è favorita la 
neutralizzazione della carica e l’associazione dei monomeri. [10].
1.2 Proprietà leganti della -LG
La -LG è capace di legare in vitro una vasta gamma di molecole idrofobiche quali:
 retinoidi: retinolo, acido retinoico, -carotene, -ionone, esteri del retinolo [2-
13-14];
 acidi grassi: palmitico, oleico, miristico, stearico, laurico ecc. La costante di 
associazione del complesso -LG-acido grasso è maggiore per gli acidi grassi a
lunga catena [2];
 trigliceridi, è stato dimostrato che anche in vivo la -LG bovina è capace di 
legare questo tipo di molecole [15]
 sostanze aromatiche: aldeidi, esteri, fenoli [16];
 steroli: vitamina D2, D3, colesterolo, ergosterolo [17].
I composti per i quali la -LG sembra mostrare una maggiore affinità sono il retinolo e 
l’acido palmitico [2]. 
La maggior parte degli studi eseguiti sul complesso -LG-ligando hanno evidenziato la 
capacità della -LG di legare all’interno della tasca idrofobica, una sola molecola di 
ligando per monomero [2, 13, 14, 16, 17].
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Durante la formazione del complesso -LG-ligando, il ligando dispone la propria 
porzione idrofobica all’interno della tasca in modo tale che la sua porzione idrofila,
possa interagire con il solvente.
Intervengono poi diversi tipi di interazione a tenere unite le due molecole [18-19]:
 Interazioni che coinvolgono le catene laterali dei residui amminoacidici all’interno 
della tasca e la porzione idrofobica del ligando. 
 Interazioni elettrostatiche e formazione di legami idrogeno tramite le lisine in 
posizione 60 e 69 e l’acido aspartico in posizione 62;
Lavori di cristallografia hanno mostrato che, durante la formazione del complesso -
LG-acido palmitico, l’ingresso dell’acido grasso all’interno della cavità è favorito, oltre 
che dal ripiegamento del loop EF, anche da un riposizionamento della catena laterale dei 
residui Phe105 e Met107. Inoltre, è evidente come il movimento di questi due 
amminoacidi, sia accompagnato da una rotazione dell’acido palmitico intorno ai legami 
adiacenti al carbonio 6 e dall’insorgere di un’interazione con le lisine situate in 
posizione 60 e 69.
Nel caso del complesso con il retinolo in forma 13-cis invece, il ripiegamento della 
catena laterale della Phe105 e della Met107 è seguito da un passaggio del ligando alla 
configurazione all-trans. Si ha inoltre la formazione di un legame a idrogeno tra il 
gruppo OH del ligando e l’amminoacido Glu62. Quest’ultima interazione si osserva 
anche per l’acido palmitico [18-19].
La figura 3 mostra i complessi che si originano in seguito all’interazione della -LG 
con l’acido palmitico e il retinolo.
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Fig. 3: Complesso -LG-acido palmitico (A) e -LG-retinolo (B). Durante la formazione del 
complesso -LG-ligando, il ligando dispone la propria porzione idrofobica all’interno della 
cavità in modo tale che la sua porzione idrofila possa interagire con il solvente. Inoltre, 
l’ingresso delle due molecole determina alcune modifiche conformazionali nella proteina.
L’esistenza di un unico sito di binding, è stato spesso messo in discussione. Infatti si 
ritiene che oltre alla tasca idrofobica, possano esistere sulla superficie della proteina
numerosi siti di legame secondari. Uno di questi potrebbe essere localizzato tra il calice 
e l’-elica. [20] . Non esiste tuttavia alcun dato certo. Si continua pertanto a considerare
la tasca idrofobica, l’unico sito di binding presente all’interno della proteina.
1.3 Funzione biologica della -LG
La funzione biologica della -LG non è ancora oggi nota. La sua stabilità a pH acido, la 
sua resistenza all’attività proteolitica e la sua elevata concentrazione nel colostro hanno
suggerito per questa proteina, un possibile ruolo nutrizionale. Queste evidenze, la sua 
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capacità di legare piccole molecole idrofobiche e la sua somiglianza con la Retinol-
Binding Protein, hanno indotto a credere che la -LG sia responsabile del trasporto del 
retinolo agli animali neonati. Tale ipotesi è supportata dalla presenza nell’intestino di 
recettori apparentemente specifici per la -LG. Quest’ultima, interagendo con essi
potrebbe infatti facilitare l’assorbimento del retinolo. 
Si ritiene inoltre che la -LG possa essere coinvolta nel metabolismo dei lipidi vista la 
sua grande affinità per gli acidi grassi e l’influenza che esercita sull’attività delle lipasi 
pregastriche. Questi enzimi contribuiscono alla digestione dei lipidi poiché, a differenza 
delle lipasi pancreatiche, sono in grado di degradare i globuli di grasso del latte. 
Gli acidi grassi liberati durante la digestione enzimatica, inibiscono l’attività delle lipasi 
pregastriche. La -LG pertanto, legando all’interno della tasca idrofobica gli acidi grassi 
liberi, impedirebbe che l’attività delle lipasi pancreatiche venga limitata da un accumulo 
dei prodotti di reazione. Successivamente, interagendo con i recettori presenti 
nell’intestino, la proteina ne favorirebbe l’assorbimento [21].
1.4 Allergenicità della -LG
L’allergia è una patologia del sistema immunitario, caratterizzata da una reazione di 
ipersensibilità nei confronti di sostanze abitualmente innocue, definite antigeni.
Il sistema immunitario è un sofisticato apparato di difesa, in grado di proteggere
l’organismo da minacce di natura chimica, traumatica o infettiva. 
Capitolo I: Introduzione
15
La caratteristica fondamentale di questo sistema è la capacità di distinguere tra i 
componenti propri (self) e quelli endogeni o esogeni, che invece si dimostrano nocivi
per l’organismo e che devono pertanto essere eliminati (non-self).
Per svolgere la sua funzione, il sistema immunitario si serve dell’immunità aspecifica e 
dell'immunità specifica. 
L’immunità aspecifica è costituita da meccanismi di difesa presenti in ciascun individuo 
fin dalla nascita, incapaci di distinguere tra le diverse sostanze estranee. 
Allo scopo di proteggere l’organismo, essa adopera:
 barriere meccaniche (cute), 
 barriere chimiche (succo acido gastrico);
 un sistema fagocitario;
 cellule natural killer (NK);
 componenti solubili quali proteine del complemento e citochinine.
Il sistema fagocitario include i neutrofili, i basofili, gli eosinofili, i monociti e i 
macrofagi. 
I monociti e i macrofagi hanno il compito di inglobare nel loro citoplasma, le sostanze 
estranee e di distruggerle. Essi rappresentano la linea di difesa primaria associata 
all’immunità innata e svolgono un ruolo fondamentale nell’immunità acquisita.
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Le citochinine sono polipeptidi capaci di modulare l'ampiezza delle risposte 
infiammatorie o immunitarie. Vengono secrete dai monociti e dai linfociti in risposta 
alla loro interazione con un antigene.
L’immunità specifica rappresenta un sistema di difesa più sofisticato rispetto 
all’immunità aspecifica. Essa ha il compito di potenziare la risposta immunitaria
naturale, innescando una risposta specifica nei confronti di un determinato antigene o 
patogeno. 
L’immunità specifica si avvale di un’immunità umorale, mediata dai linfociti B e da 
un’immunità cellulare, di cui i principali effettori sono i linfociti T. Questi ultimi, grazie 
ad un complesso sistema di recettori, riconoscono gli antigeni presenti nell’organismo e 
inducono i linfociti B a trasformarsi in grosse plasmacellule capaci di secernere grandi
quantità di immunoglobuline.
Le immunoglobuline o anticorpi sono glicoproteine costituite da due catene pesanti e
due catene leggere tenute insieme da ponti disolfuro. Ad un’estremità presentano una 
regione denominata Fab che si lega specificatamente a una porzione dell’antigene detta 
epitopo. L’estremità rimanente, detta Fc, interagisce invece con i recettori proteici 
presenti sulla superficie dei mastociti e dei basofili. 
Nell’uomo esistono 5 classi di immunoglobuline: le IgM, le IgA, le IgG, le IgD e le IgE. 
Le IgE sono proteine monomeriche responsabili delle reazioni allergiche.
Quando un soggetto con una certa tendenza a manifestare allergie viene a contatto per la 
prima volta con una sostanza innocua per gli individui normali, nel suo organismo si 
verifica l’attivazione di una specifica classe di linfociti T, i Th2. Questi ultimi,
rilasciano citochinine (IL-4) che stimolano i linfociti B a trasformarsi in plasmacellule e 
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a produrre IgE specifiche per l’allergene. Le IgE, una volta in circolo, si legano alla 
superficie dei mastociti e dei basofili tramite la porzione Fc, predisponendo queste 
cellule ad una successiva attivazione antigene-specifica. Il processo appena descritto 
prende il nome di sensibilizzazione.
Ad un successivo contatto con la stessa sostanza, essa si legherà alle IgE presenti sulla 
superficie dei mastociti e dei basofili provocando il rilascio, da parte delle cellule 
fagocitarie, di mediatori chimici posti all’interno di granuli citoplasmatici
(degranulazione) e la rapida sintesi di altri. Ciò avviene perché, in un soggetto 
predisposto all’allergia, le IgE presenti sui mastociti sono tutte rivolte contro un unico 
allergene. Per tale motivo, la presenza dell’antigene indurrà il cross-linking di un 
numero sufficiente di IgE capace di provocare la degranulazione. Nei soggetti normali 
invece, un singolo antigene non è in grado di legare a ponte un numero di molecole di 
IgE tale da provocare l’attivazione mastocitaria [22-23].
I granuli dei mastociti e dei basofili contengono tre tipi di sostanze:
 ammine vaso attive (istamina, eparina);
 metaboliti dell’acido arachidonico (prostaglandine);
 citochinine.
Il rilascio di istamina provoca numerosi sintomi, in diverse parti del corpo. Questi
possono essere lievi, come nel caso di un arrossamento pruriginoso (orticaria), moderati 
(angioedema) oppure manifestarsi in forma grave e dar luogo ad una risposta 
anafilattica. L’anafilassi è una reazione causata dalla massiccia degranulazione dei 
mastociti e dei basofili presenti in tutti i tessuti dell’individuo allergico, caratterizzata da 
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dispnea, edema laringeo e seguita da collasso cardiovascolare o da shock. In alcuni casi 
può essere letale.
Altri sintomi possono manifestarsi dopo alcune ore dall’introduzione dell’allergene
nell’organismo. Questa reazione allergica tardiva è dovuta alla degranulazione degli 
eosinofili richiamati nel sito dell’infiammazione dalle citochinine rilasciate dai basofili 
e dai mastociti.
Gli eosinofili, in seguito alla loro attivazione, liberano dei mediatori lipidici ad azione 
pro-infiammatoria che intervengono sulla muscolatura liscia dell’intestino,
determinando ipermotilità (vomito e diarrea) e danni ai tessuti. [24-25]
Nell’ambito delle allergie alimentari, quella al latte vaccino costituisce una delle 
patologie più frequenti in età pediatrica. Essa colpisce l’1,9-2,5% dei bambini durante i 
primi 2 mesi di vita per poi scomparire, nel 80% dei casi, entro i 10 anni di età [22-24].
La maggior parte dei soggetti atopici è allergica alla -LG. Questa proteina presenta
infatti nella sua struttura numerosi epitopi che difficilmente vengono idrolizzati dagli 
enzimi intestinali per cui possono liberamente attraversare la barriera intestinale e dar 
luogo ad una risposta immunitaria [26].
Gli epitopi vengono generalmente distinti in:
 epitopi sequenziali: caratterizzati da una specifica sequenza lineare;
 epitopi conformazionali: riconosciuti dal sistema immunitario come complessi 
tridimensionali. Gli epitopi conformazionali possono essere costituiti da elementi                                                                                                                                                                                                                                                  
anche molto distanti tra loro in termini di sequenza primaria, ma estremamente 
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vicini a livello della struttura terziaria a causa del ripiegamento che caratterizza 
molte proteine [22].
Nella -LG sono stati localizzati epitopi di entrambi i tipi. Per molti di essi, sono stati 
prodotti degli anticorpi monoclonali (mAb). Questi ultimi, sono un insieme di anticorpi 
identici fra loro, generati da linee cellulari provenienti dalla stessa cellula immunitaria
(linfocita B) [26].
Gli anticorpi monoclonali, grazie alla loro sensibilità e specificità, costituiscono un 
valido strumento di ricerca per lo studio delle reazioni allergiche.
Nel presente lavoro, anticorpi di questo tipo sono stati adoperati per valutare le 
variazioni nell’allergenicità della -LG sottoposta a trattamento termico.
Ancora oggi non è del tutto chiaro il motivo per cui alcuni soggetti, a differenza di altri, 
sviluppino un’allergia. E’ però evidente come questa malattia abbia una certa
predisposizione ereditaria (atopia).
Nel caso dell’allergia alla -LG, sono stati individuati alcuni fattori che sembrano 
favorire notevolmente l’insorgere di questo tipo di reazione di ipersensibilità.
Come precedentemente visto, il periodo in cui esordisce con maggiore frequenza
l’allergia nei confronti del latte vaccino, è quello dei primi 2-3 mesi di vita. Durante 
questa fase di sviluppo, nel caso di bambini allattati al seno, si assiste ad una
progressiva riduzione del patrimonio immunoglobulinico, a causa della scomparsa delle 
Ig di derivazione materna e della capacità ancora ridotta di sintesi degli anticorpi da 
parte del neonato. Ciò determina la quasi totale assenza di una barriera immunologica. 
Questa condizione e l’incompleta maturità funzionale dell’apparato gastroenterico del 
neonato fanno in modo che, nel caso in cui il latte materno venga sostituito troppo 
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precocemente con il latte vaccino, la -LG contenuta in esso, attraversi liberamente la 
mucosa intestinale e dia luogo, nei soggetti predisposti, ad una reazione allergica.
Gli altri fattori di rischio che sembrano contribuire notevolmente all’insorgere di questa 
patologia sono:
 lesioni a livello della mucosa intestinale (stati irritativi, infiammatori e infettivi) 
che favoriscono il passaggio di macromolecole e quindi di allergeni;
 esposizione ripetuta all’antigene;
 stress eccessivi [23-24].
1.5 Ruolo della cisteina ridotta (C121) durante la denaturazione 
termica 
Il processo di denaturazione termica o “unfolding” della -LG, ha inizio alla 
temperatura di 50-55° C. A questa temperatura, si osserva la dissociazione del dimero 
nei due monomeri costituenti e la destabilizzazione dell’-elica con conseguente 
esposizione della C121 al solvente [27].
Raggiunti i 60° C, la denaturazione prosegue con la destabilizzazione dei due foglietti 
e la rottura dei filamenti A ed E seguita da quella dei filamenti B, C e D. 
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La zona della proteina che sembra resistere maggiormente alla denaturazione termica è 
il “cuore” idrofobico, costituito dai filamenti F, G e H. Ciò è dovuto alla presenza di un
ponte disolfuro [28-29].
Finchè non si raggiungono i 65° C, la denaturazione della -LG è reversibile ed è 
pertanto possibile la rinaturazione o “refolding”. 
Superata questa temperatura, ha infatti inizio la polimerizzazione della proteina 
attraverso la formazione di legami covalenti. In questo processo, la cisteina ridotta
(C121) assume un ruolo centrale. Infatti, in seguito ai riarrangiamenti subiti dalla -LG, 
la C121 può liberamente legarsi alla C121 di un altro monomero formando un dimero 
stabile. Diversamente, essa può reagire con una cisteina coinvolta nella formazione di 
un ponte disolfuro, liberando in questo modo un’altra cisteina disponibile a continuare il 
processo di polimerizzazione. Questo evento è irreversibile [30-31].
Se si blocca la reattività della C121, in assenza di cisteine ridotte (SH) in grado di 
innescare il processo di polimerizzazione, gli aggregati che si formano sono tenuti 
insieme da interazione di tipo idrofobico e la denaturazione è in questo caso reversibile.
Se la denaturazione della -LG avviene in ambiente acido, si ha il raggruppamento delle 
proteine in grossi aggregati (107-108 Da) insolubili e la formazione di legami non 
covalenti. 
L’assenza di legami covalenti è essenzialmente dovuta alla scarsa reattività della C121 
che a causa del suo pKa basico, a pH acido si trova nella forma protonata (SH) [32].
E’ stato infine visto che la -LG, nonostante i cambiamenti subiti, è in grado di 
mantenere la propria capacità di legare molecole idrofobiche.
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Materiali
La β-lattoglobulina usata negli esperimenti è stata purificata, a partire dal siero di latte 
vaccino, attraverso successivi passaggi cromatografici su una colonna di resina DE-52 a 
scambio anionico. I diversi stadi di purificazione sono stati valutati mediante
elettroforesi in condizioni denaturanti (SDS-PAGE). 
Il retinolo, l’acido palmitico, e i reattivi utilizzati per la preparazione dei tamponi erano 
di provenienza della Sigma-Aldrich. 
Metodi
2.1 Preparazione dei campioni
I campioni utilizzati durante gli esperimenti sono stati preparati riscaldando una 
soluzione contenete β-LG (1mg/ml in tampone PBS 0,1 M a pH 7.4), alle temperature di 
65°, 75°, 85° e 95° C per 20 minuti, in presenza e in assenza di acido palmitico o
retinolo.
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2.2 Spettroscopia in Dicroismo Circolare (CD)
Gli spettri CD sono stati registrati utilizzando il discografo Jobin Yvon CD 6, dotato di 
un portacelle termostatato e adoperando delle cuvette con un cammino ottico di 0,01 
cm, per la regione del “lontano UV” (185-260 nm), e di 1 cm per la regione del “vicino 
UV” (250-320 nm).
Lo spettro finale di ciascun campione, è stato poi ricavato dalla media di 5 e 3 scansioni 
nel lontano e nel vicino UV rispettivamente e sottraendo la linea di base registrata con il 
solo tampone .
L’esperimento di Dicroismo Circolare appena descritto è stato realizzato, nella regione 
del “lontano” UV, anche per il complesso-LG-retinolo riscaldato alle temperature di 
65°, 75°, 85° C.
2.3 Spettroscopia di fluorescenza
Il binding dell’acido palmitico e del retinolo con la β-LG sottoposta a denaturazione 
termica, è stato valutato misurando la variazione di fluorescenza del triptofano, 
eccitando la proteina alla lunghezza d’onda di 295 nm. L’esperimento è stato condotto 
aggiungendo differenti aliquote (1-50 μl) di ligando (0,5 mM in etanolo) alla soluzione 
contenente la proteina (2 μin tampone fosfato 50 mM, pH 7.4). Gli spettri di 
emissione sono stati registrati nell’intervallo di lunghezze d’onda compreso tra 300 e 
360 nm.
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2.4 Elettroforesi 
La separazione elettroforetica delle proteine in condizioni denaturanti (SDS-PAGE) è 
stata effettuata su un gel di poliacrilammide al 12%, secondo il protocollo di Laemmli 
[33]. I campioni, prima di essere caricati nei pozzetti, sono stati miscelati con volumi 
uguali di “loading buffer” (Tris HCl 50 mM pH 6.8, SDS 4%, 3% -ME, 10% glicerolo 
e blu di bromofenolo) e messi a bollire per 5 minuti. Il tampone di corsa utilizzato è 
stato il Tris 50 mM, Glicina 0,348 M, SDS 0,1%.
Durante la corsa elettroforetica, i valori di corrente elettrica sono stati fissati a 10 mA 
per lo “stacking gel” e a 20 mA per il “running gel”. Per la colorazione è stato usato il 
Blu di Coomassie R250.
Gli stessi campioni sono stati poi analizzati su un gel di poliacrilammide al 10%, in 
condizioni non denaturanti (Native-PAGE). I tamponi utilizzati differivano da quelli 
descritti per le analisi in SDS-PAGE, solo per l’assenza del -mercaptoetanolo e 
dell’SDS.
La corsa e la colorazione sono state effettuate secondo le condizioni scelte per 
l’elettroforesi SDS-PAGE.
2.5 Test ELISA indiretto 
Per il test ELISA 100 l di β-LG nativa e β-LG denaturata (5 μg/ml in PBS buffer 0,1 
M, pH 7,4), in assenza e in presenza di retinolo e acido palmitico (rapporto molare 1:1), 
sono stati incubati per tutta la notte a 4°C, in piastre di microtitolazione di polistirene a 
fondo piatto (Nunc Maxisorp™, Kamsturp, Denmark). 
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Successivamente, ai pozzetti sono stati aggiunti 4 diversi anticorpi monoclonali primari 
(anti- β-LG 116, 100, 96 e 37), diluiti in PBS contenete 0,02 % di Tween 20 (soluzione 
PBS/T) e 1 % di polivinil alcol (PVA). Le piastre sono state incubate per 2h a 37° C.
Prima dell’addizione dell’anticorpo secondario (anti-mouse IgG perossidasi coniugato), 
l’anticorpo primario non legato alla β-LG è stato rimosso con un triplo lavaggio, 
utilizzando una soluzione di PBS/T. 
Dopo 2h ore di incubazione e un ulteriore lavaggio per rimuovere l’anticorpo 
secondario non legato, sono stati aggiunti ad ogni pozzetto100 l di una soluzione di o-
fenilendiammina (0,4 mg/ml in 0.05 M buffer citrato pH 5.5) e 10 l di H2O2).
Dopo 30 minuti, la reazione colorimetrica è stata interrotta mediante l’aggiunta di 100 
L di H2SO4 2,5 M. L’assorbanza è stata infine registrata a 360 nm utilizzando il lettore 
di micropiastre EL 808-1.
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Nel corso del presente lavoro sperimentale, sono state studiate le modifiche 
conformazionali della -LG indotte dal trattamento termico e dalla presenza di ligandi. 
Tale ricerca è stata eseguita allo scopo di comprendere il meccanismo attraverso il quale 
la proteina si denatura, con l’obiettivo di ridurre il suo potere allergenico nei confronti 
dei soggetti sensibili.
I cambiamenti strutturali della -LG sono stati osservati mediante l’uso del dicroismo 
circolare e della spettroscopia di fluorescenza. Si è poi ricorso alle tecniche di 
separazione elettroforetica per analizzare gli aggregati proteici che si formano in seguito
alla denaturazione termica.
Infine, è stato adoperato il test ELISA per condurre le prove immunoenzimatiche volte a 
determinare le variazioni nell’allergenicità della -LG connesse con la destabilizzazione 
della struttura proteica.
3.1 Spettroscopia in Dicroismo Circolare
La spettroscopia in dicroismo circolare è stata utilizzata al fine di comprendere il 
meccanismo che regola la denaturazione termica della -LG.
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Questa tecnica ha permesso di individuare le modificazioni strutturali e conformazionali 
che si verificano durante il riscaldamento in assenza e in presenza di un ligando.
Il dicroismo circolare è una tecnica spettroscopica basata sulla differenza di 
assorbimento delle due componenti della luce linearmente polarizzata, da parte di una 
sostanza chirale.
La luce linearmente polarizzata può essere descritta in termini di due componenti 
circolarmente polarizzati aventi la stessa intensità: la luce circolarmente polarizzata 
destra e la luce circolarmente polarizzata sinistra.
Quando una radiazione linearmente polarizzata incontra un composto otticamente attivo
con un diverso assorbimento per una delle due componenti circolarmente polarizzate 
(es. proteine), l'intensità di una delle due viene ridotta maggiormente rispetto all'altra. 
Il risultato è che, una volta ricombinate, queste due parti non daranno più luogo ad una 
luce linearmente polarizzata ma ad una radiazione capace di percorrere una traiettoria 
ellittica. Si parla in questo caso di radiazione ellitticamente polarizzata.
Questo fenomeno è detto dicroismo circolare e viene generalmente misurato con lo 
spettropolarimetro CD, uno strumento in grado di rilevare le differenze di assorbimento 
per le due radiazioni circolarmente polarizzate e di esprimerle in termini di ellitticità 
(). L'ellitticità (è data dalla relazione: 
= 2.303 E (180/4) = 33 E
dove E è il risultato della differenza dei coefficienti di estinzione molare per le due 
componenti della luce polarizzata.
Lo spettro CD che si ottiene dalla lettura di un campione, è un grafico del dicroismo 
circolare in funzione della lunghezza d’onda. Esso si origina dalla sovrapposizione di 
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bande positive e negative (effetto Cotton). In generale a tutte le transizioni elettroniche 
che generano un assorbimento nell’UV, corrisponde una banda nello spettro CD [8].
Nel caso delle proteine, i picchi registrati negli spettri del lontano UV derivano dalla 
scomposizione delle bande che si originano dall’assorbimento del legame peptidico. 
Essi consentono di ottenere informazioni sul contenuto di -elica, -foglietti e zone non 
strutturate e generalmente vengono impiegati per monitorare le transizioni che 
avvengono a livello della struttura secondaria.
In particolare, i picchi a 207 e 222 nm sono riconducibili al contenuto di -elica. Quelli 
intorno ai 205 nm, sono caratteristici dei -foglietti.
Per quanto riguarda la regione del vicino UV, gli amminoacidi aromatici sono i 
responsabili dell’assorbimento tra i 250 e 320 nm.
Il segnale presente tra 250 e 270 nm è attribuito ai residui di fenilalanina, quello tra 270 
e 290 nm alla tirosina e infine, il picco compreso tra 280 e 320 nm, è specifico del 
triptofano. 
Solitamente, il vicino UV viene adoperato per analizzare i cambiamenti che si 
verificano nella struttura terziaria in seguito a processi di unfolding o all’interazione 
della proteina con altre molecole [34]. 
Come evidenzia la figura 4, quando la -LG viene riscaldata alla temperatura di 65° C e 
successivamente riportata a temperatura ambiente, lo spettro CD non mostra variazioni 
rispetto alla proteina nativa.
Ciò accade perché la denaturazione termica non è ancora divenuta irreversibile ed è 
pertanto possibile il processo di refolding.
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Spettro CD nel "lontano UV" della -LG nativa e riscaldata 
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Fig. 4: Spettro della -LG nativa e sottoposta a trattamento termico alle temperature di 
65° C, 75° C, 85°e 95° C (per 20 min) nella regione del “lontano” UV (185-250 nm). I picchi 
individuati alle lunghezze d’onda di 208 e 222 nm sono caratteristici delle -eliche mentre 
quelli registrati intorno ai 205 nm, sono specifici dei -foglietti. La -LG, riscaldata a 
temperature elevate, mostra delle variazioni rispetto alla proteina nativa. Nella figura, è infatti 
possibile osservare uno spostamento delle curve verso lunghezze d’onda inferiori. Questo 
fenomeno diviene più evidente al di sopra dei 75° C.
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Infatti a 65° C i ponti disolfuro presenti nella molecola fanno in modo che la struttura 
della proteina rimanga pressoché compatta. Essi inoltre, impediscono alla C121 ridotta 
di esporsi e reagire per formare degli aggregati.
Il picco a 207 nm, con l’aumentare della temperatura, progressivamente si allarga e si 
sposta verso lunghezze d’onda inferiori, sino a raggiungere il valore di 205 nm.
Lo spostamento di lunghezza d’onda, particolarmente evidente una volta superata la 
temperatura di 75° C, si verifica perché la struttura della -LG subisce delle 
trasformazioni. Queste ultime portano allo srotolamento dell’-elica, con successiva 
esposizione dei residui cisteinici ed innesco del processo di polimerizzazione. 
Tab. 1: Variazione della percentuale di -elica e di -
foglietti in seguito al trattamento di denaturazione termica. 
Questi valori sono stati ottenuti con il software “dichro2”. 
Le percentuali relative alle componenti della struttura secondaria della -LG, riportate 
in tabella 1, mostrano, come conseguenza del riscaldamento, un aumento della 
percentuale di -foglietti e una diminuzione del contenuto in -elica. Mentre questo 
ultimo dato può essere ritenuto attendibile, l’aumento del valore di -foglietti non può 
-elica -foglietti 
-LG nativa 12 20
65°C 12 20
75°C 2 28
85°C 0 30
95°C 0 39
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essere interpretato come un incremento di questo tipo di struttura. Infatti, se si considera 
la percentuale di -foglietti ottenuta in lavori precedenti dalla misurazione della 
struttura a raggi X della -LG nativa (40%), è possibile notare che tale valore è molto 
vicino a quello misurato per la proteina riscaldata a 95° C. 
Si può pertanto ritenere che le percentuali più basse, riportate in tabella per la -LG 
riscaldata a temperature inferiori ai 95° C, siano affette da un errore provocato dalla 
presenza del picco relativo all’-elica.
Spettro CD nel "lontano" UV della -LG nativa e riscaldata in 
presenza di retinolo
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Fig. 5: Spettro nella regione del “lontano” UV della -LG nativa e sottoposta a 
trattamento termico (65° C, 85° C per 20 min), in presenza di retinolo (rapporto molare 
1:1). Confrontando la figura 5 con quella precedente appare evidente come il retinolo sia in 
grado di preservare la stabilità della molecola proteica quando questa viene riscaldata.
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Nel caso in cui il complesso -LG-retinolo venga riscaldato alla temperatura di 85° C 
(Fig. 5), la presenza del ligando sembra preservare la stabilità della molecola proteica.
Se si confrontano gli spettri CD riportati in figura 4 e in figura 5 appare evidente come 
la variazione del valore di ellitticità della -LG denaturata a 85° C, sia sensibilmente 
minore quando è presente una molecola di retinolo nel sito di legame. Inoltre, la curva 
riguardante il complesso -LG-retinolo riscaldato a 85° C risulta più simile a quella 
della proteina trattata a 75° C, in assenza di ligandi.
L’effetto stabilizzante del retinolo sulla struttura della -LG, è stato riportato anche per 
altre proteine appartenenti alla classe delle Lipocaline.
Spettro CD nel "vicino UV" della -LG nativa e riscaldata
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Fig. 6: Spettro CD nella regione del “vicino” UV (250-320 nm) della -LG nativa e 
sottoposta a trattamento termico alle temperature di 65° C, 75° C, 85° C, 95° C (per 20 
min).
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Per quanto riguarda gli spettri CD registrati nel vicino UV, la sorgente principale dei 
picchi presenti alle lunghezze d’onda di 282 e 290 nm, è il Trp19 (Fig. 6). L’altro 
residuo triptofanico, collocato in posizione 61, contribuisce meno al segnale nello 
spettro.
Come illustra la figura 6, all’aumentare della temperatura di denaturazione, l’intensità 
dei picchi tende progressivamente a ridursi fino ad annullarsi alla temperatura di 95° C.
Tale diminuzione può essere messa in relazione con la variazione dell’ambiente che 
circonda il Trp19.
3.2 Spettroscopia di Fluorescenza
Gli effetti esercitati dalla denaturazione termica e dalla presenza del retinolo all’interno 
della proteina, sono stati analizzati con la spettroscopia di fluorescenza. Questa è una 
tecnica analitica molto sensibile, generalmente utilizzata per l’indagine strutturale delle 
molecole e per lo studio delle loro interazioni con altri composti. 
La fluorescenza è il risultato di un processo a tre stadi indotto in particolari molecole, 
dette fluorofori, in seguito all’assorbimento di una radiazione elettromagnetica.
Nel primo stadio, il fluoroforo assorbe una radiazione e viene eccitato ad uno stato 
energetico superiore rispetto a quello fondamentale in cui si trova. 
Nel secondo stadio, esso subisce dei processi di dissipazione energetica che lo portano 
ad un sottolivello dello stesso livello energetico eccitato. 
Nel terzo stadio infine, il fluoroforo ritorna allo stato fondamentale con emissione di un 
energia inferiore a quella assorbita, per via delle dissipazioni energetiche [8].
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Nella -LG i residui responsabili della fluorescenza, sono il Trp19 e il Trp61 grazie alla 
presenza nella loro struttura, di un nucleo indolico capace di assorbire ed emettere le 
radiazioni elettromagnetiche.
Le misurazioni spettroscopiche effettuate sulla proteina riscaldata, confermano quanto 
precedentemente visto con gli esperimenti di Dicroismo Circolare nel “vicino” UV. 
Infatti, se si osserva la figura 7 si nota che, con l’aumento della temperatura, la 
lunghezza d’onda di emissione del triptofano si sposta verso valori di lunghezza d’onda 
sempre maggiori. Ciò è dovuto ad una maggiore esposizione del Trp19 al solvente.
Spettro di Fluorescenza della -LG nativa e riscaldata
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Fig. 7: Spettro di fluorescenza della -LG nativa e riscaldata alle temperature di 65° C, 75° 
C, 85° C e 95° C per 20 min. La lunghezza d’onda di eccitazione è di 295 nm. Il trattamento 
termico determina una maggiore esposizione del Trp19 all’ambiente acquoso che circonda la 
proteina. Ciò provoca uno spostamento delle curve verso lunghezze d’onda maggiori. 
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La Fig. 8 mostra invece come nel complessso -LG-retinolo, un riscaldamento riduca 
l’intensità di emissione del triptofano. Questo fenomeno può essere interpretato 
assumendo che l’energia fornita dal riscaldamento, favorisca un migliore adattamento 
del retinolo al sito di legame con conseguente quenching della fluorescenza intrinseca.
Il ligando inoltre, incrementando l’idrofobicità dell’ambiente, riduce lo spostamento 
verso lunghezze d’onda maggiori, osservato in figura 7.
Spettro di fluorescenza della -LG nativa e riscaldata in 
presenza del retinolo in differenti rapporti molari
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Fig. 8: Spettro di fluorescenza della -LG nativa e riscaldata alle temperature di 65°, 85° C 
(per 20 min) in presenza di retinolo in diversi rapporti molari (1: 0,5; 1:1). La lunghezza 
d’onda di eccitazione è 295 nm. Il quenching della fluorescenza e una maggiore idrofobicità 
dell’ambiente dovuto alla presenza di retinolo riducono notevolmente lo spostamento verso 
lunghezze d’onda maggiori osservato nella figura precedente.
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3.3 Indagine elettroforetica sulla formazione di aggregati
In seguito alla denaturazione termica della -LG, si verifica una maggiore esposizione 
della C121 ridotta, con conseguente formazione di aggregati nei quali i diversi 
monomeri sono legati da ponti disolfuro. Tali aggregati possono essere messi in 
evidenza mediante le analisi elettroforetiche, come l’SDS-PAGE e la Native-PAGE.
Fig. 9: Analisi SDS-PAGE della -LG nativa e riscaldata alle temperature di 65°, 75°, 85° 
C per 20 min in assenza e in presenza di acido palmitico e retinolo. 1: Marker di pesi
molecolari; 2: -LG nativa; 3: -LG riscaldata a 65°C; 4: -LG riscaldata a 65°C in presenza 
di a. palmitico; 5: -LG riscaldata a 65°C in presenza di retinolo; 6: -LG riscaldata a 75°C; 7: 
-LG riscaldata a 75°C in presenza di retinolo; 8: -LG riscaldata a 75°C in presenza di a. 
palmitico; 9: -LG riscaldata a 85°C; 10: -LG riscaldata a 85°C in presenza di a. palmitico; 11: 
-LG riscaldata a 85°C in presenza di retinolo.
Come illustra la figura 9, la -LG nativa, grazie alla presenza di sodio dodecil solfato 
(SDS), non presenta segni di dimerizazzione. L’SDS è infatti un detergente capace di 
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rompere le interazioni non covalenti (interazioni idrofobiche) che tengono uniti i dimeri
di -LG, nel caso in cui essa non abbia subito alcun trattamento termico.
Al contrario, quando la -LG viene riscaldata, si formano dei dimeri e dei trimeri in 
seguito a interazioni di tipo covalente.
Poiché l’SDS non è in grado di spezzare questo tipo di legami, le bande relative agli 
aggregati risultano visibili nel gel.
E’ inoltre evidente nella figura 9, come il retinolo e l’acido palmitico presenti all’interno 
della tasca di legame, favoriscano la formazione di aggregati quando la proteina viene
riscaldata. Questo effetto e’ particolarmente visibile nel caso del retinolo. 
Quasi certamente la presenza di un ligando rende la proteina meno compatta e 
contribuisce maggiormente ad esporre la C121, rendendola più reattiva.
I campioni di -LG, trattati a diverse temperature in assenza ed in presenza di ligandi, 
sono stati poi analizzati mediante separazione elettroforetica in condizioni native 
(Native-PAGE). I risultati riportati in figura 10, confermano quelli ottenuti dall’analisi 
dei campioni di proteina in SDS-PAGE. 
Osservando il gel si può notare che in condizioni non denaturanti, le due varianti
genetiche della -LG, la A e la B, sono separate e il fenomeno della dimerizzazione
interessa ambedue le forme.
La figura 10 mostra inoltre come gli aggregati che si producono per riscaldamento, 
diano luogo ad un’unica banda diffusa. Ciò può essere imputato alla presenza delle tre 
specie molecolari (A-A, A-B e B-B) che si formano in seguito all’interazione dei 
monomeri delle due varianti genetiche. E’comunque probabile che alcune modifiche 
che determinano una variazione del punto isoelettrico dei singoli amminoacidi, possano 
essere ritenute responsabili della banda unica, visibile nel gel.
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Fig. 10: Analisi Native-PAGE della -LG nativa e riscaldata alle temperature di 65°, 75°, 
85° C per 20 min in assenza e in presenza di acido palmitico e retinolo. 1: -LG nativa; 
2:-LG riscaldata a 65°C; 3: -LG riscaldata a 65°C in presenza di a. palmitico; 4: -LG 
riscaldata a 65°C in presenza di retinolo; 5: -LG riscaldata a 75°C; 6: -LG riscaldata a 75°C 
in presenza di retinolo; 7: -LG riscaldata a 75°C in presenza di a. palmitico; 8: -LG riscaldata 
a 85°C; 9: -LG riscaldata a 85°C in presenza di a. palmitico; 10: -LG riscaldata a 85°C in 
presenza di retinolo.
3.4 Analisi immunoenzimatica della -LG nativa e riscaldata in 
presenza di acido palmitico e retinolo.
Nel corso del presente lavoro, l’allergenicità della -LG sottoposta ai diversi trattamenti
termici, è stata misurata adoperando delle analisi immunoenzimatiche quali il test 
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) indiretto.
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In questo tipo di esperimento, una quantità nota di antigene viene fatta aderire alla 
superficie dei pozzetti di una piastra di microtitolazione. 
Una volta fissato, l’antigene reagisce con un anticorpo primario specifico e
successivamente con un anticorpo secondario in grado di legarsi al complesso antigene-
anticorpo. Il secondo anticorpo è coniugato con un enzima, solitamente una perossidasi, 
capace di interagire con un substrato per dare luogo ad una reazione di tipo 
colorimetrico. L’intensità della colorazione può essere misurata attraverso l’uso dello 
spettrofotometro.
Nel corso degli esperimenti sono stati utilizzati 4 anticorpi monoclonali primari,
designati con il nome di mAb37, mAb96, mAb100 e mAb116, ottenuti 
dall’immunizzazione di topi [26]. 
Gli anticorpi monoclonali (mAb) costituiscono un insieme di anticorpi identici fra loro 
in quanto sono prodotti da linee cellulari provenienti dalla stessa cellula immunitaria 
(linfocita B). Dato un qualsiasi antigene, è possibile creare uno o più anticorpi
monoclonali in grado di legare specificamente un suo determinante antigenico.
Gli anticorpi monoclonali, grazie alla loro sensibilità e specificità, costituiscono un 
valido strumento di ricerca per lo studio delle reazioni allergiche. Per questo motivo si è 
preferito adoperare questo tipo di anticorpi, piuttosto che il siero proveniente da pazienti 
allergici. Quest’ultimo infatti contiene al suo interno, anticorpi policlonali che a 
differenza dei monoclonali, forniscono una risposta eterogenea e meno specifica per 
quanto riguarda i singoli siti allergenici.
In Fig. 11 è riportata la rappresentazione schematica della struttura tridimensionale della 
-LG. In essa, sono localizzate le regioni riconosciute dai 4 anticorpi monoclonali.
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Fig. 11: Rappresentazione schematica della struttura tridimensionale della -LG nella 
quale sono localizzate le regioni riconosciute dai mAb 116, 100, 96, 37 [26].
Il grafico presente in figura 12 riporta invece il risultato del test ELISA, eseguito con la 
-LG nativa e riscaldata alle temperature di 65°, 75°, 85° C, in assenza di ligandi. 
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Fig. 12: Risultato del test ELISA indiretto della -LG nativa e riscaldata alle temperature 
di 65°, 75°, 85° C contro gli anticorpi monoclonali 116, 100, 96, 37.
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La figura mostra come l’affinità della -LG nei confronti dei 4 anticorpi non subisca 
alcuna riduzione in seguito al trattamento termico. 
Questo risultato, permette di ipotizzare che i cambiamenti conformazionali che 
avvengono non sono tali da indebolire la struttura della proteina e ridurre quindi la
capacità degli anticorpi utilizzati di legare i relativi epitopi.
L’esperimento conferma inoltre che i quattro anticorpi monoclonali, soprattutto il 116 
ed il 37, sono in grado di riconoscere epitopi conformazionali [26].
Prove analoghe sono state poi effettuate con la -LG riscaldata in presenza di retinolo e 
acido palmitico (figure 13, 14, 15). 
Test ELISA della  -LG riscaldata a 65° C in presenza di acido 
palmitico e retinolo
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Fig. 13: Risultato del test ELISA indiretto della -LG riscaldata alla temperatura di 65° 
contro gli anticorpi monoclonali 116, 100, 96, 37.
Capitolo III: Risultati e Discussione
42
Test ELISA della -LG riscaldata a 75° C in presenza di acido 
palmitico e retinolo
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Fig. 14: Risultato del test ELISA indiretto della -LG nativa e riscaldata alla temperatura 
di 75° contro gli anticorpi monoclonali 116, 100, 96, 37.
Test ELISA della -LG riscaldata a 85° C in presenza di acido 
Palmitico e Retinolo
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Fig. 15: Risultato del test ELISA indiretto della -LG nativa e riscaldata alla temperatura 
di 85° contro gli anticorpi monoclonali 116, 100, 96, 37.
Capitolo III: Risultati e Discussione
43
Queste prove, a differenza dei precedenti esperimenti, mostrano una diminuzione di 
affinità da parte degli anticorpi strettamente dipendente dalla temperatura e dal ligando 
utilizzato.
In particolare, l’acido palmitico sembra modificare la capacità dei quattro anticorpi di 
riconoscere i relativi epitopi, specialmente quando la proteina viene riscaldata a 65°C
(figura 13). L’anticorpo monoclonale 116 sembra risentire maggiormente della presenza 
dell’acido palmitico (riduzione del 50% rispetto alla -LG nativa).
Alle temperature di 75° e 85°C, (Figure 14 e 15) tali variazioni non si rilevano.
Il retinolo invece diminuisce l’affinità’ dell’anticorpo 37, in particolare quando la -LG 
viene denaturata alla temperatura di 85° C.
E’ quindi possibile ipotizzare che, quando la -LG viene riscaldata alla temperatura di 
65°C in presenza di acido palmitico e alla temperatura di 85°C in presenza di retinolo, 
nella struttura proteica avvengano dei cambiamenti tali da ridurre notevolmente la 
capacità degli anticorpi 116 e 37 rispettivamente, di riconoscere i relativi epitopi. Si può 
quindi dedurre che tale variazione di affinità comporti una diminuzione 
nell’allergenicità della -LG.
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Capitolo IV: Conclusioni
L’argomento di ricerca della presente Tesi, è stato lo studio del meccanismo attraverso 
il quale la -LG sottoposta a trattamento termico, si denatura. Ciò è stato fatto allo 
scopo di individuare una tecnologia capace di ridurre il suo potere allergenico.
Durante il lavoro sono stati adoperati il dicroismo circolare, la spettroscopia di 
fluorescenza e le tecniche di separazione elettroforetica (Native-PAGE e SDS-PAGE),
al fine di esaminare i cambiamenti strutturali provocati dal riscaldamento e dalla 
presenza di ligandi (retinolo, acido palmitico). 
In particolare, dagli esperimenti è emerso che durante i trattamenti la presenza di un 
ligando all’interno della cavità idrofobica è in grado di accrescere la stabilità strutturale 
della -lattoglobulina. La presenza di tale molecola inoltre determina un più alto livello 
di dimerizzazione.
Questi due risultati sono apparentemente in contrasto tra loro. Infatti, affinché si 
formino dei dimeri stabili, è necessario che la molecola proteica subisca delle 
modificazioni in grado di rendere la C121 maggiormente esposta. Essa infatti è 
responsabile della formazione di ponti disolfuro tra due molecole di -LG
Tuttavia, per aumentare la reattività del residuo cisteinico, è sufficiente che i 
cambiamenti strutturali avvengano nella regione in cui si trova l’-elica. Pertanto i due 
fenomeni possono essere spiegati assumendo che, durante il trattamento termico, il 
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ligando stabilizzi il corpo centrale della -LG, ma allo stesso tempo, contribuisca ad 
allontanare l’-elica dal dominio principale della proteina.
Il test ELISA è stato adoperato per condurre le prove immunoenzimatiche volte a 
determinare le variazioni nell’allergenicità della -LG.
Durante gli esperimenti sono stati adoperati 4 anticorpi monoclonali, specifici per alcuni 
epitopi conformazionali, presenti nella molecola proteica. Tali epitopi sono formati da
segmenti distanti in termini di sequenza primaria, ma vicini a livello di struttura 
terziaria, a causa del ripiegamento delle proteine. Pertanto, eventuali cambiamenti 
conformazionali possono destabilizzare questi complessi e ridurre la loro capacità di 
legarsi agli anticorpi.
I test allergenici, eseguiti sulla -LG trattata in assenza di ligandi, non hanno fornito
risultati che mostrassero una significativa riduzione di allergenicità. Al contrario, il 
riscaldamento a determinate temperature in presenza di retinolo o di acido palmitico, ha 
ridotto la capacità di alcuni anticorpi monoclonali, di riconoscere i rispettivi epitopi.
Questa variazione non è comunque sufficiente perchè non si scateni una reazione 
allergica nei pazienti sensibili. 
In conclusione, il lavoro di questa tesi ha confermato mediante diversi approcci 
sperimentali, che la -lattoglobulina è una proteina dall’elevata stabilità strutturale. 
Pertanto se si vuole risolvere il problema dell’allergia senza l’uso di tecniche 
ricombinanti, è necessario ideare dei processi più drastici e mirati, rispetto alla semplice 
denaturazione termica. 
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